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(g) Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul furein Mikroskop 

(§) Es wird ein Modul (1) zur Anordnung an einem Mikro- 
skop (3) vorgeschlagen, mittels dessen das Mikroskop zur 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie venwendet werden 
kann. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindang betrifft ein Fhioreszenzkoire- 
lationsspektroskopiemodul fiir ein Mikroskop gemaB dem 
Oberbegriff des Anspruches 1. Die Erfindung betrifift auch 5 
ein mit einem solchen Modul ansgerustetes Mikroskop ge- 
maB dem Anspmch 18 mid deren Verwendxing. 

Die Huoreszoazkorrelationsspektroskopie (PCS) ist eine 
Ifecbnologie zum Studium und zur Untersucbung molekula- 
rer dynamiscb^ Voigange. Hieizu werden sich in Losungen lO 
befindende Partikel mit zur Ruoreszenz fahigen Farbsto£fmi 
dotiert und diese Farbstoffe dann iiber licht bestimmter 
Wellenlange angeregt, Lichtquanten zu emittieren, die iiber 
Detektoren erfaBt und ausgewertet werden konnen, ttber 
eine konfokale Pinoleanordnung wird dabei dafiir gesorgt, 15 
daB jeweils nur aus der Brennpunktsebene eines Mikro- 
skopes stammende Lichtquanten zu den Detektor^ gelan- 
gen und somit zur Auswertung zur Verfugung stehen. 

Bekannte Vordchtungen zur Huoreszenzkoirelations- 
spektioskopie bestehen aus einem IS^kroskop mit einer im 20 
Mikroskop integrierten optischen Anordnung. Das Anre- 
gungslicht wird von einem Laser zur Verfugung gestellt 
Das Laserlicht wird iiber eine Ablenkungsoptik auf das Ob- 
jekdv und die zu imtersnchende Probe gelenku Aufgrund 
des konstruktiven Aufbaxis einer solchen bekannten '\forrich- 25 
tung derart, daB die Pinoleanordnung raumlidi weit von 
dem Ort der Einkoppelung des Anregungslichtes in das Mi- 
kroskop entfemt ist, weist diese bekannte Vordchtung den 
eriieblichen Nachteil anf, daB ofhnals nachjustiert werden 
muB, um die konfokale Ausrichtung des Strahlenganges bei- 30 
zubehalten, was beispielsweise bei MeBreihen von groBem- 
Nachteil ist. 

Dieser Nachteil liegt unter anderem darin begriindet, daB 
es bei diesem bekannten Gerat naturgenmB zu thennisch be- 
dingten Ausdehnimgen kommt, was insbesondere bei den 35 
angesprochenen MeBreihen zu erheblichen Problemen fiihrt, 
insbesondere hinsichtlich der Reproduzierbarkeit derErgeb- - 
nisse. Eine Ursache dieses Problemes liegt in dem grofien 
j^umlichen Abstand zwischen der Bin Koppelung und der 
Pinoleanordnung, so daB die thermische Ausdehnung zu ei- 40 
ner Dejustage der Optik fiihrt Ein weiterer Nachteil dieser 
bekannten Vorrichtung liegt darin, dafi sie nur integral ver- 
fugbar ist, d. h. mit im Mikroskop integrierter Optik. Auf- 
grund dieser Integration ist das bekannte Gerat aber mit ho- 
hen Kosten bei der Herstellung verbunden. Diese Konstruk- 45 
tionsform verbunden mit dem groBen Abstand zwischen 
Einkoppelung und Pinole sorgt auch dafiii; daB Schwingun- 
gen beispielsweise am Probentisch zu einer Dejustage des 
Strahlenganges fiihren, da die komplette Einheit aus Mikro- 
skop plus Optik zu Schwingungen angeregt wird, die liber 50 
den Gehausekorper des Mikroskopes auf die Optik verstar- 
kend tibertragen werdeiL Dies fuhrt wiederum dazu, daB die 
Ergebnisse von MeBreihen schlecht reproduziert werden 
konnen. 

Bei der Technik der Ruoreszenzkorreladonsspektrosko- 55 
pie wird vom optischen System eines Mikroskopes Ge- 
brauch gemacht. Ein solches Mikroskop, beispielsweise ein 
Forschungsmikroskop, ist bei vielen Benutzem, fiir die die 
Anwendung der vorstehend genannten Tbchnik in Frage 
kommt, bereits vorhanden. 60 

Der vorliegenden Erfindung liegt ausgehend hiervon da- 
her die Aufgabe zugrunde, ein solches bereits vorhandenes 
Mikroskop durch die Schaffimg eines FCS-Modules zur 
Ruoreszenzkonelationsspektroskopietauglich zu machen 
und dabei gleichzeidg ftir eine gute Reproduzierbarkeit der 65 
Ergebnisse von Messungen zu sorgen. Auch soli ein Mikro- 
skop mit einem Fluoreszenzkonrelationsspektroskopie- 
modul geschaffen werden. 



Die Erfindang weist zur Losung dieser Aufgabe hinsicht- 
lich des Modules die im Anspruch 1 angegebenen Merk- 
male auf. Vorteilhafte Ausgestaltung hiervon sind in den 
weiteren Anspnichen beschrieben. Das zu schafifende Mi- 
kroskop weist die Merkmale nach Anspruch 18 auf. Ver- 
wendungen hiervon sind in den Anspnichen 19 bis 21 ange- 
geben. 

Die Erfindung geht von dem wesendichen Gedanken aus, 
daB bei vielai Benutzem, fur die die Ru<»:eszenzkonelati- 
onsspektroskopie in Frage kommt, ein vorzugswdse inver- 
ses Mikroskop filr die Zwecke der Forschung oder d^gld- 
chen ohnehin schon vorhanden ist. Diese bekannten Mikro- 
skope sind jedoch nicht fur die Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie verwendbar. Gleichzeidg besitzen diese Be- 
nutzer oftmals einen fiir andere Messungen eingesetzten La- 
ser, der Licht von bekannten Wellenlangen aussendet 

Die Eifindung schafft nun ein Modul, mit dem es m5glich 
wird, vorhandene Mikroskope zor Fluoieszeaizkorrdations- 
spektroskopie dnzusetzen und darCiber hinaus die so ge- 
schaffeae Anordnung Itir MeBreihen mit hoher Reprodu- 
zierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse tauglich zu machen. 
ErfindungsgemaB ist daher ein Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopiemodul zur Anordnung an einem optischen An- 
schluB eines Mikroskopes mit einem AnschluB zur Einkop- 
pelung des Anregungslichtes imd einer Pinoleanordnung 
voigesehen, bd dem der EinkoppelungsanschluB und die H- 
noleanotdnung an einem gemeinsamen Ttagerkarper ange- 
Qidnet sind. 

Am EinkoppelungsanschluB kann das Anregungslicht 
iiber einen Lichtwellenleiter, vorzugsweise eine einmodale 
Lichtleitfaser in das Modul eingekoppelt werden,. wobei das 
Anregungslicht einem Lasersender entstammt, der Anre- 
gungslicht von einer Oder mehreren Wellenlangen- abgibt. 
Der EinkoppelungsanschluB und die Pinoleanordnung sind 
dabei raumlich dicht am gemeinsamen 'Lragexkoxp^, der 
steif ausgebildet ist, angeordnet, so daB eine thermische . 
Ausdehnung des Tragerkorpers nicht dazu fiihren kann, daB 
ein jusderter Strahlengang dejusuert wird. 

Das Modul weist nur wenige optische Elemente auf, so 
daB aufgrund einer Vielzahl solcher optischer Elemente Cib- 
licherwdse auftretende optische Verluste vermieden oder 
reduziert werden konnen, wodurch auch durch solche opti- 
sche Elemente verursachte Fehler im Strahlengang genng 
gehalten werden konnen. 

Das Modul kann an einem optischen AnschluB eines Mi- 
kroskopes angefianscht werden, wobei sich hieizu ein opti- 
scher Eingang und/oder Ausgang des Mikroskopes eignet. 
Zur Forschung eingesetzte Mikroskope besitzen iiblicher- 
weise solche Anschliisse, die zum AnschluB von elektroni- 
schen Kameras, beispielsweise CCD Kameras voigesehen 
sind An einem solchen AnschluB kann auf das Zwischen- 
bild des Mikroskopes zugegriffen werden, so daB auch die 
Moglictikeit besteht, von auBen Licht iiber diesen AnschluB 
in das Mikroskop einzukoppeln, welches iiber das Objektiv 
auf das Probevolumen geleitet werden kann. In diesem Pro- 
bevolumen befinden sich die mit zur Fluoreszenz geeigneten 
Farbstoffen dotierten Partikel, die iiber das eingekoppelte 
Anregungslicht zur Fluoreszenz angeregt werden. Die so 
emittierten Lichtquanten werden iiber die Optik des Mikro- 
skopes dem optischen AnschluB wieder zugefiihrt, und ge- 
langen hieriiber in den Trageikdrper und die Pinoleanord- 
nung. 

ErfindungsgemaB ist im Strahlengang nach dem Einkop- 
pelungsanschluB des Ttagerkoipers ein Kollimator zur Er- 
zeugung eines parallelen Lichtstrahles am IVagerkoiper an- 
geordnet. 

Im Strahlengang nach dem Kollimator ist am Tragerkor- 
per eine einstellbare Linsenanordnung zur zum Pinole kon- 



BEST AVAftl^LE CCfY 



*DE 196 49 605 A 1, 



fokalen Fokussieruiig des Stiahl^iganges voigesehen. 
Durcb diese Linsenanordnung wird die Lichtquelle (End& 
der lichtleitfaser) mit d^ Pinoleanoidnung in der Bild 
ebene des Mikroskopes zur Deckung gebracht 'Ober eine 
Einstellvoiiichtung, wie beispielsweise Mikiometerschrau- 5 
ben Oder eineD Schrittmotor kann die LinsenanordnuDg in 
alien Raumnchtungen eingestellt werden. 

Im Strahlengang vor der Einkoppelung des Anregungs- 
lichtes in das Mikroskop kann eine Filteranordnung und ein 
dichroitischer Strahlenteiler voigesehen sein. Der vorzugs- lO 
weise schmalbandige Filter soigt dafiir, daB Anregungslicht 
nur von selektierten Wellenlangen zum Probevolumen am 
Objekttrager des Mikroskopes gelangt, und zwar iiber den 
dichroitischen Strahlenteiler. 

GemSB der Erfindung ist es dabei vorgesdien, daB die Fil- 15 
teranordnung und der Strahlenteiler auf einem gemeinsamen 
Aufoahmehalter angeordnet sind, d^ in den Itagerkoiper 
entnehmbar einsetzbar ist Unter dem Aufhahmehaltar ist 
dabei ein Halt^ zu vmtehen, an dem Filter und Strahlentei- 
ler mit den fur den einzelnen Anwendungsfall gewUnschten 20 
spezifischen optischen Eigenschaften vorher montiert wer- 
den konnen, so dafi der Aufhahmehalt^ zusammen mit den 
genannten optischen Bauteilen dann als Einheit in den Ira- 
geikoiper eingesetzt werden kann. Hierdurch wird nicbt nur 
eine leicht zu bedienende Anordnung geschaffen, da ent-^25 
sprechende Halter mit vorher montierten optischen Blemen- 
ten mit jeweils spezifischen Eigenschaften, wie bdspiels- 
welse Frequenzseldcdon, zu verscbiedenm Zwecken beieit 
gehalten werden konnen, sondem auch dem Eifordemis der 
raundich dichten Anordnung Rechnung getragen. 30 

In Weiterbildung der Erfindung ist im Emissionsstrahlen- 
gang hinter dem Pinole mindestens eine Opdkeinheit mit ei- 
nem dichroitischen Strahlenteiler oder einem Spiegel vorge- 
sehen. Diese Qptikeinheit sorgt im Falle des c^chroitischen 
Strahlenteilers dafur, daB bei einer entsprechenden fire- 35 
quenzselektiven Eigenschaft des Strahlenteilers ein Spek- 
trum der Emissionsstrahlung in Richtung auf einen Detektor 
aus der Emissionsstrahlung ausgekoppelt werden kann, eine 
andere Farbe aus der Emissionsstrahlung durch den Strah- 
lenteiler aber weitgehend unbeeinfluBt hindurch treten kann, 40 
um auf einen Spiegel einer im Strahlengang der Emissions- 
strahlung hinter der genannten ersten Optikeinheit angeord- 
neten zweiten Optikeinheit zu treffen, von wo aus diese 
Farbe auf einen der zweiten Optikeinheit zugeordneten 
zweiten Detektor zur Ericennimg von emittierten Lichtquan- 45 
ten der zweiten Wellenlange tnfft Diese Anordnung ist ins- 
besondere zur Kreuzkorreladon mit zwei Farbkanalen von 
grofiem Vorteil, mit der Wechselbeziehungeo verschieden 
farbig dotierter Partikel in der Losung untersucht werden 
konnen. 50 

Die mindestens eine Optikeinheit ist in vorteilhafter 
Weise an einem Aufoahmehalter angeordnet, der in den Ira- 
gerkorper entnehmbar einsetzbar ist In vorteilhafter Weise 
sind an dem Au&ahmehalter einander gegeniiberliegend 
paarweise Kombinationen aus Filter und Strahlenteiler vor- 55 
gesehen, so daB liber ein Herausnehmen des Au&ahmehal- 
ters aus dem Tragerkorper und ein um 180** gedrehtes Wie- 
dereinsetzen des Aufnahmehalters in den IVagerkorper 
schnell eine Fiequenzselektion hinsichtlich der Emissions- 
strahlung moglich ist 60 

Der an der Optikeinheit voigesehene Filter ist zur Selek- 
don der Detekdonswellenlangen vorgesehen, d. h. zur Se- 
lekdon der fiir die Untersuchung gewiinschten Spektren der 
Emissionsstrahlung, so dafi iiber mehrere hintereinander im 
Emissionsstrahlengang angeordnete Optikeinheiten mit 65 
Kombinationen aus Filter, Strahlteiler und Spiegel bezie- 
hungsweise beliebige Unterkombinadonen dieser Bauteile 
mehrere Emissionsspektren der Huoreszenzstrahlung unter- 



sucht und miteinander in eine korreladve Beziehung ge^ 
bracht und ratsprecbend aosgewertet werden kdnnen. 

So ist es beispielsweise moglich, iiber drei hintereinander 
im Emissionsstrahlengang liegende Optikeinheiten mit den 
genannten optischen Bauteilen drei Farben (unterschiedH- 
che Wellenlangen des Emissionsspektnmis) gleichzeitig zur 
gewiinschten Untersuchung zu verwenden, so daB in diesem 
Fall zwei Optikeinheiten mit Kombinationen aus dichroi- 
tischer Strahlteiler und Filter gefolgt von einer Kombination 
aus Spiegel und Hlter hintereinander im Emissionsstrahlen- 
gang auf Aufiiahmebaltem im Tragerkorper angeordnet zum 
Hnsatz kommen. Hierdurch konnen die von den jeweiligen 
Detektoren einzeln gezahlten frequetizselektierten Impulse 
zur kreozkorrelierten Auswertung verwendet werden. 

Im EmissionsstrahlMigang vor dem jeweiligen Detektor 
kann dabei eine Linsenanordnung zur Fokussierung des 
Emissionlichtes auf den empfindlichen Bereich des Detek- 
tors vorgesdien sein. 

Das erfindungsgemaBe Modal ist dabei derait ausgebil- 
det daB eine Justierung der wenigen optisch^ Bauteile je- 
derzeit sichergesteUt ist Zu diesem Zweck ist der TVager- 
koiper zur Aufaahme der Aufiiahmehalter mit den optischen 
Bauteilen mit Formfiachen versehen, an denen die mit kom- 
plementaren Formflachen versehenen Auihahmehalter am 
TragerkSiper im Strahlengang ausgerichtet festgelegt wer- 
den konnen. Diese Formflachen haben eine zentiierende 
Funkdon, so dafi die einmal am Aufhahmehalter zum Strah- 
lengang der Emissionsstrahlung ausgeriditet angeordnetm 
optischen Elemente auch beim Herausnehmen der Aufhah- 
mehalter aus den Vertiefungen des TVagerkorpers und dem 
emeuten Einsetzen der Aufnahmehalter in. den Tragerkorper 
ausgerichtet bleiben. Dies ist beispielsweise dann von Vor- 
teil, wenn eine Kombination aus Filter und dichroitischem 
Strahlentdler durch eine andere entsprechende Kombina- 
tion aosgewechselt werden soil, die am gleichen Aufhahme- 
halter, ledigiich der anderen Kombination gegenubeiliegend 
angeordnet ist Hierzu ist es nur erfordeiLich, den. Aufhah- 
mehalter vom IVagerkorper abzunehmen, .ihn um 180^ zu 
dreben und dann wieder in die Vertiefung des Tragerkorpers 
einzusetzen, wobei die am liragerkorper und am Aufiiahme- 
haitervorgesehenen Formflachen, beispielsweise Konusfla- 
chen dann dafur sorgen, daB die neue Kombination aus Fil- 
ter und dichroitischem Spiegel im Strahlengang ausgerichtet 
angeordnet ist, so dafi ohne neue Justierung sofort wieder 
mit einer Messung fortgefahren werden kann. 

Der Tragerkorp^ kann aus einem metallischen Werkstoff 
einstUckig ausgebildet sein und einen AnschhiBflansch zur 
Anordnung des Tragerkorpers am Anschlufi des Mikro- 
skopes aufweisen. Hierzu ist es beispielsweise moglich, den 
Tragerkorper aus Aluminium mittels einer CNC gestraerten 
Werkzeugmaschine zu fertig^i. 

Das Laseriicht kann in das Modul iiber eine Monomode- 
lichtleitfas^ eingekoppelt werden. Hinter dem Flansch zum 
AnschluB der Lichdeitfas^ befindet sich der Kollimator zur 
parallden Ausrichtung des Lichtstrahles. Der Diurhmesser 
dieses Strahles bestimmt den Anteil der Apertui; die zur 
Ausleuchtung der Probe verwendet wird. Der KoUimator 
muB daher auf die numerische Apertur der Lichtleitfaser ab- 
gestimmt sein. 

Mittels eines mit dem ertindungsgemaBen Modul ausge- 
statteten Mikroskopes ist es moglich, DiifusionskoefiSzien- 
ten zu bestimmen. Aufgrund der Moglichkeit der gleichzei- 
tigen Gewinnung von Fluoreszenzsignalen unterschiedli- 
cher Spektralbereiche iiber zwei oder mehrere hintereinan- 
der angeordnete Optikeinheiten mit entsprechenden opti- 
schen Bauteilen ist es moglich, diese Signale zur ICreuzkor- 
relation heranzuaehen und somit Wechselwirkungen ver- 
schiedener im Probevolumen befindlicher Molekiile zu on- 
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tersuchen. Auch ist es moglich, hieidurcb RotationsdifEusi- 
onskoeffiidenten zu besdmmen, indem die Enussionsstrah- 
lung mit zwei Optikeinheiten zu gleichen Teilen auf zwei 
Detektoren aufgeteilt wird und wieder die Kreuzkorrelati- 
onsfunktion gebildet wild, so dafi sehr kleine Diflfusionszei- 
ten gemessen werdenkonnen. Hierza erforderliche Polarisa- 
toren konnen m die Aufiiahmebalter integriert werden. 

Mil dem erfindungsgeiMBen Huoreszenzkonelations- 
spektroskopiemodul ist es mdglich, voihandene Nfikroskope 
so nachzunisten, daB damit unter Zubilfeaahme eiaes Lasers 
und einer^biichen Laborausstattimg in der Form dnes Aus- 
werterechners nut einer Korrelatorkarte Ruoreszenzkorrela- 
tionsspektroskopie betrieben werden kann. Zudem ist es 
mSglich, Kreuzkorrelationsbestinmiungen duichzufUhren. 
Neben dem Merkmal der kostengiinstigea Nachriistung vor- 
handener Mikroskope wird durch die raumlich kompakte 
Einbeit des Modules eine gute Reprodiaaerbariceit der ge- 
wonnenen Ergebnisse durch den Wegfall der Notwendigkeit 
der Nachjustierung der optischen Elem^te erreicht Auf- 
grund der nur geringen Zahl optischer Bauteile werden opti- 
sche Verluste und Abbildungsfehler minimiert. Das Modul 
kann an ein vorhand^es Mikroskop angeflanscht werden 
und besitzt neben dem Mikroskop alle zur Ruoreszenzkor- 
relationsspektroskopie benotigten optischen Bauteile in 
dicht gepackter Form. Hierdurch entfallt die Notwendigkeit 
der standigen Nachjustierung dieser Bauteile. Der Tiragec- 
kdrp^ zur A ufhahme der optischen Bauteile kann mittels 
numerisch gesteuerter Weikzeugmaschinen kostengtinsdg 
hergestellt werden. Die optischen Bauteile wwden von Auf- 
nahmehaltem aufgenommen, die vormontiert werden kon- 
nen und nur mehr in den Tragericorper eingesetzt: werden; 
mtissen. Aufgrund der an den Aufiiahmehaltem und dem 
Tragerkorper vorgesehenen zentrierenden Formflachea ent- 
fallt die Notwendigkeit der Nachjustierung der ausgerichte- 
ten optischen Bauteile. Die gesamte konfokale Einbeit ist in 
dem als Block ausgebildeten Tragerkorper integriert. Der 
am Mikroskop vorhandene optischc AnschluE kann iiir die. 
konfokale Abbildung der Lasereinkopplung und Detdcti- 
onspinole eingesetzt werden. Die Aufhahmehalter flir die 
optischen Bauteile werden in konischen Au&iahmea des 
Tragerkorpers angeordnet, so daB ein Filterwechsel ohne 
Neujustage erfolgen kann. Die raumlich kompakte Anord- 
nung der optischen Bauteile auf dem sleifen liragerkoiper 
sorgt fur Unempfindlichkdt gegen mechanische Schwin- 
gungen des Probentisches. 

Die Erfindung wird im folgenden anband der Zeichnung 
naher eiiautert. Diese zdgt in: 

Fig* 1 eine schematische perspektivische Ansicht des an 
einem ausschnittsweise dargestellten Mikroskop angeordne- 
tenFluoreszenzkorrelationsspektroskopiemodules; 

Fig. 2 eine Draufsichtansicht von oben auf das Modul 
nach Fig. 1; 

Fig. 3 eine Schnittansicht gemaB I-I nach F^. 2; 

Fig. 4 eine Draufsichtansicht von imten auf einen Auf- 
nahmehalter mit zwei Satzen von Filtereinrichtung und 
Strahlenteiler; und 

Fig. 5 eine Schnittansicht des Aufnahmehalters nach Fig* 

4. 

Wie leicht aus Fig. 1 der Zeichnung ersichtlich, ist das 
Ruoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul 1 in der darge- 
stellten Ausfuhrungsform an einem optischen Ausgang 2 ei- 
nes ausschnittsweise dargestellten Mikroskopes 3 ange- 
flanscht. 

Ein seiches Mikroskop 3 besitzt regelmaBig einen sol- 
chen optischen Ausgang, an dem beispielsweise eine CCD 
Kamera oder eine \^deokamera angeflanscht werden kann, 
um das auf dem Objekttrager angeordnete Probevoliomen zu 
dokumentieren. Dieser Ausgang befindet sich vor der Bild- 



ebene des Zwischenbildes des Mikroskopes, also im Be- 
reich der Abbildungsoptik des Mikroskopes, der uber das 
Okular beobachtet werden kann. 

Ober diesen Ausgang kann demnach Licht ausgekoppelt 
5 und infolgedessen auch in das Mikroskop eingekoppelt wer- 
den. Uber eine entsprechend dem Ausgang 2 des Mikro- 
skopes ausgebildete und am Modul 1 angeordnete Flansch- 
verbindung kann das Modul 1 am Ausgang 2 befestigt wer- 
den. 

10 Fig. 2 der Zeichnung zeigt das Modul 1 in einer Drauf- 
siditansicht von oben, wobei derErlfiuterung halber der Anr 
regungs- beziehungsweise Emissionsstrahlengang ebeafalls 
dargestellt ist. 

Das in Fig. 1 dargestellte Modul 1 wird uber dne im Be- 

15 reich der rechten Seitenflache des Tragerkorpers 4 vorgese- 
bene nicht naher dargestellte Flanschverbindung an dem op- 
tischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 befestigt 

An einem mit dem Bezugszeichen 5 bezeichneten An- 
schhifi befindet sich eine Flanschverbindung 6, an dear ein 

20 nicht nMher dargestellter lichtwellenleiter befestigt werden 
kann, iiber den das von einem Laser stammende Anregungs- 
licht in das Modul 1 eingekoppelt werden kann. Es kann 
hierzu Anregungslicht einer oder mehrerer Wellenlangen 
verwendet werden, wobei letzteres beispielsweise dann von 

25 Vorteil ist, wenn sich im Probevolmnen Molekiile mit wet- 
schiedenen Fluoreszenzfarbstoffen befinden. 

Das Bezugszeichen? zeigt auf den Strahlengang des ein- 
gekoppelten Laserlichtes. Im Strahlengang 7 befindet sich 
dn Kollimator 8, um einen parallel gerichteten StraUen- 

30 gang zu erzeugen. Der Durchmesser dieses Strahles be- 
; stinmit den Anteil der Apertur, der zur Beleuchtongrder 
Probe im Probevolumen verwendet wird. Der Kollimator 8 
- ist daher auf die numerische Apertur der Faser des lichtwel-. 
lenleiters abgestimmt: 

35 Dem Kollimator 8 folgt eine Linsenanordnung 9. zur zum, 
Hnole 10 konfokalen Ausrichtung des Strahlenganges (For 
kus 10a des Anregungslichtes).-/Wie aus Fig.^1 ^cbtlich 
ist, ist die Linsenanordnung 9 iiber schematisch dargestellte 
Einstellschrauben 11, beispielsw^se Mikrometerschrauben 

40 dnstellbar und kann zus^tzlich auch in der Richtung senk- 
recht zum Strahlengang versteUt werden, so daB eine Ein- 
stellbarkeit in alien drei Raumrichtungen gewahrleistet ist 
Der so fokussierte Strahlengang uifft in der Folge auf ei- 
nen frequenzselektiven Filter 12 zur Unterdruckung uner- 

45 wiinschter Wellenlangen im Spektrum des Aoregungslich- 
tes. Das Bezugszeichen 13 bezeichnet dnen dichroitischen 
Strahlentdle]; mit dem das Anregungslicht in Richtung des 
optischen Ausganges 2 des Mikroskopes 3 abgelenkt wird. 
Im ^^kroskop 3 wird das Anregungslicht uber eine Abbil- 

50 dungsoptik auf das Probevolumen gelenkt und regt die mit 
Huoreszenzfarbstoff dotierten Molekiile zur Fluoreszenz 
an. 

tJber die Abbildungsoptik des Mikroskopes wird die von 
dem Ruoreszenzeffekt bewirkte Emissionssurahlung uber 
55 den optischen Ausgang 2 des Mikroskopes 3 ausgekoppelt 
und in das Modiil 1 eingekoppelt, wo sie iiber den dichroi- 
tischen Strahlenteiler 13 und das Pinole 10 in eine im Strah- 
lengang hinter dem Pinole 10 angeordnete Optikeinheit 14 
eintritt. 

60 Der Tragerkorper 4 nimmt naher in Fig* 4 und 5 darge- 
stellte Aufoahmehalter 15 auf, an denen die optischen Bau- 
teile des Modules 1 angeordnet sind. Wie leicht aus Fig* 2 
der Zeichnung ersichtlich ist, besitzt das Modul 1 in der dar- 
gestellten Ausfuhrungsform drei Aufnahmehalter 15. 

65 Hner der drei Aufhahmehalter 15 tragt den bereits be- 
schriebenen Vik&r 12 und den Strahlenteiler 13, befindet 
sich also im Strahlengang sowohl des Anregungslichtes als 
auch der Emissionsstrahlung, wahrend die beiden weitCTMi 
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Aufiiabmehalter 15 im Strablengang der Emissionsstrah- 
lung hintea: dem Pinole 10 angeordnet sind. 

Die Optikdnbeit 14 am Aufiiahmehalter 15 besteht in der 
daigestellten AusfQhnmgsfonn aas einem dichroitischen 
Strahlenteiier 16 zvir Auskoppelung einer ersten Nachweis- 5 
wellenlSnge der Emissionsstrahlung und einem Filter 17 fur 
die Detektionswellenlange des ersten Kanales. Hierunter ist 
die von einem Detektor 18 zu erfassende erste Wellenlange 
aus dem Emissionsspektrum zu verstehen. \br dem Detek- 
tor 18 befindet sich in. der daigestellten Ausfiibrungsfonn 10 
eine linsenanordnung 19 zm Blindelung des licbtes der er- 
sten WellenlSnge auf den empfindlicben Tdl des Detektors 
18. Bin Ibil der Emissionsstrablung passiert den dicbroi- 
tischen Strahlenteiier 16 und trifift in der Folge auf einen 
Spiegel 20, der das Licht in Richtung auf einen zweiten De- 15 
tektor 21 ablenkt, nachdem es durch einen Hlter 22 und eine 
Linsenanordnung 23 hindurch getreten ist. 

Wie es ohne weiteres ersicbtlicb ist, sind an dem Trager- 
kdiper 4 in der dargestellten AusfUbrungsform zwei Detek- 
tors 18, 21 angeordnet und dementsprecbend zwei Optik- 20 
einbeiten 14. Es ist aber moglich, die Zahl der im Strablen- 
gang der Emissionsstrahlung liegenden Optikeinheiten 14 
zu erhohen, beispid^sweise auf drei oder mehr Optikeinhei- 
ten, um verschiedene Farben der Emissionsstrahlung aus- 
werten zu konnen. 25 

Fig, 3 der Zeichnung zeigt einen Schritt I-I nacb Fig. 2, 
wobei in Fig. 3 der Vereinf acbung halber die in der Scbnitt- 
ebene liegenden optiscbs Bauteile weggelassen word^ 
sind. Wie es aber aus F^. 3 deutlicb bervoigebt, besitzl der 
Trageikorper 4 zur Aufiiahme der Aufnabmehalter 15 Ver- 30 
defungen 24 mit geneigten Seitenflachen 25, die zu Seiten- 
flachea 26 (Fig- 5) der Aufoahmehalter 15 komplementar 
ausgebildet sind, so daB die die optischen Bauteile tragen- 
den Aufhahmehalter 15 in die Vertiefiingen 24 eingesetzt 
werden konnen und bierdurch eine definierte zentrierende 35 
Lage im TVagerkorper 4 einnehmen. Dies ist von erhebli- 
chen Vorteil, da nunmebr die verschiedene opdscbe Bau- 
teile, beispielsweise dicbroidsche Strahlenteiier und Filter 
fOr verschiedene Well^langen des Anregungs- und/oder 
Emissionsspektrums tragenden AufiiahmebaLter 15 einfach 40 
ausgetauscht werden konnen, wobei ein in den Tragerkoiper 
4 eingesetzter Au&iahmehalter 15 automatisch zum Strab- 
lengang ausgerichtet wird uad zwar aufgrund der komple- 
mentaren zentrierenden konischen Flachen der Vertiefimgen 
24 und der Au&iahmehalter 15. 45 

Fig. 4 und 5 zeigen Optikeinbeitm 14 beziebungsweise 
Au&abmehalter 15 mit konischen Sdtenflachen 26 und op- 
tischen Bauteilen. Am Aufiiabmdialter 15 sind in der darge- 
stellten AusfObrungsform vier optische Bauteile angeordnet. 

Jeweils zwei der optischen Bauteile sind einander zuge- so 
ordnet, namlich der Filter 26 und der Strahlenteiier 27 bezie- 
bungsweise der Filter 28 und der Strahlenteiier 29. AnsteUe 
der Strahlenteiier konnen aber auch Spiegel vorgeseheu 
scin, so daB ein Aufiiahmehalter 15 beispielsweise auch ei- 
nen Strahlenteiier und einen Spiegel mit jeweils zugeordne- 55 
ten FUtem aufweisen kann. 

Durch einfaches Herausnehmen eines Aiifhahmehalters 
15 aus der Vertiefung 24 des Tragerkorpers 4 und einer Dre- 
hung des heraus genonunenen Au&ahmehalters 15 um 1 80° 
und das Wiedereinsetzen des gedrehten Aufnahmebalters 15 60 
in die Vertiefung 24 kann somlt beispielsweise anstelle einer 
Kombinadon Hlter/Strablenteiler eine Kombination Filter/ 
Spiegel Oder auch eine einen anderen Frequenzbereich des 
Emissionsspektrums selektierende Kombination in den 
Strablengang der Emissionsstrahlung eingesetzt werden, 65 
ohne daB eine neue Justierung erforderlich ware. Aufgrund 
der zentrierenden Formflachen sowohl am Aufnabmehalter 
als auch am Tragerkorper ist das Modul gegen am Proiaen- 



tisch auftretende Schwingongen unempfindlicb, so daB eine 
hobe Reproduzierbaikeit der mit dem Modul gewonnenen 
Messeigebnisse sicbergestellt ist 

Das erfindungsgemaBe Modul kann einfach an einem in- 
versen Mikroskop angeflanscht werden. Durch die raiunlicb 
dicht gepackte Anordnung der Lichtquelle, nambch des En- 
des der Liditleitfaser und des Pinholes beeintrachtigt eine 
thermische Ausdehnung und eine Belastung des Modules 
durch Schwingungen eine einmal bergestellte Justierung 
von Einkoppelung und Pinole nicht, so daB eine dauemde 
neue Justierung entfallt 

Das gesamte Modul weist nur eine geringe Zahl von ein- 
zelnen Bauteile auf, und der IVagerkoiper kann kostengUn- 
stig heigestellt werden. Das Modul ermoglicht die Ruores- 
zenzkorrelationsspektroskopie auch solchen Benutzem, die 
iiber ein entsprechendes Mikroskop und einen Laser verfii- 
gen. Die am Modul vorhandenen linsenanoxdnungen kon- 
nen fiber Einstellschraubea, beispielsweise ^fikrometer- 
scbrauben eingestdlt werdea Da (£es auch fur die Linsen- 
anordnungen gilt, die die Emissionsstrahlung auf die Detek- 
toren biindeln, entfaUt die Notwendigkeit der Anordnung 
dra- Detektoren auf einem x-y-Positioniertisch, wodurch ein 
kompakter und stabiler Aufbau der gesamten Anordnung er- 
2ielt wird. Die Filter und Strahlenteiier sowohl fur die Se^ 
lektion der Amegungs- als auch Emissionsstrahlung befin- 
den sich an Au&ahmehalter mit konischen zentrierenden 
Seitenflachen und konnen jeweils mindestens zwei Kombi- 
nationen optiscber Bauteile aus FUter/Strahlenteiler bezie^ 
bungsweise Filt^/Spiegel aufoehm^ so dafi durch dnfo- 
ches Herausnehmen und Einsetzen der Aufiiahmehalter in 
den Tragerkorper unterschiedliche Spektralbeieiche selek- 
tiert werden konnen. Die Konusflachen am 'ftagerkorper 
und an den Aufiiahmehalter soigen fur eine sebr gute Posi- 
tioniergenauigkeit der optischen Bauteile. Ein mit dem er- 
findungsgemaBen Modul ausgestattetes Mikroskop kann fur 
Mefireihen eingesetzt werden, ohne daB eine emeuerte Ju- 
stierung vor jeder MeBreiben notwendigtist. Im Strablen- 
gang der Emissionsstrahlung konnen mebiere Optikeinhei- 
ten hintereinander angeordnet werden, so dafi mehrere Ka- 
nale gleicbzeitig zur Auswertung zur Verfiigung stehen. Zur 
hoch genauen Bestimmung von Diffiisionskoeffizienten 
konnen zwei Kanale eingesetzt werden, so daB Probe und 
Standard gleicbzeitig in einer Losimg gemessen werden 
konnen. Hierdurch beeinflussen Fehler das Ergebnis nicht, 
da sich ein solcher Fehler auf beide Kanale auswirkt Die 
Verwendung zweier oder mebrerer Kanale durch zwei oder 
mehrere Optikeinheiten ermoglicht durch die damit zur Ver- 
fiigung stehenden zwei oder mehreren Farbkanalen die Gre- 
winnung von Informationen iiber die gemeinsame Bewe- 
gimg der Huorophore iiber eine Kreuzkorrelation. Durch die 
AufteUung des Emissionslichies auf beispielsweise zwei 
Detektoren iiber zwei Optikeinheiten und die Kreuzkonela- 
tion der Mefiwerte ist es mdglich, den Einflufi der Totzeiten 
derartiger Detektoren zu iib^rwinden und auch sebr kleine 
DifiEiisionszeiten zu messen. 

Hinsichtlich vorstehend im einzelnen nicht naber ^lau- 
terter Merlanale wird in iibrigen ausdrucklich auf die An- 
spriiche und die Zeichnung verwiesen. 

Patentanspriiche 

1. Ruoreszenzkorrelationsspektroskopiemodul zur 
Anordnung an einem optischen Anschlufi (2) eines Mi- 
kroskopes (3) mit einem Anschlufi (5) zur Einkoppje- 
lung des Anregungslichtes und einer Pinoleanordnung 
(10), wobei der EinkoppelungsanschluB und die Pino- 
leanordnung an einem gemeinsamen IVagerkorper (4) 
angeordnet sind. 
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2. Modul nach Anspruch 1, dadurch gekeimzeichnet, 
daB der optische AnschluB (2) des Mikxoskopes ein op- 
tischerEingang uad/oder Ausgang isL 

3. Modul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im Strahlengang nach dem Einkoppe- 5 
lungsanschluB (5) ein KoUimator (8) rur Etzcugung ei- 
nes parallelen Lichtstrahles am Tiragericeiper (4) ange- 
ordnet ist 

4. Modul nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB im Strahlengang nach dem KoUimator (8) am Tra- 10 
gerkorper (4) eine einstellbare Linsenanordnung (9) 
zur rum Pinole konfokalra Fokussierung des Strahlen- 
gauges vorgesehen ist 

5. Modul nach einem der Anspxuche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB im Strahlengang vor dor Einkop- 15 
pelung des Anregungslichtes in das Mikroskop (?) eine 
Filteranordnung (12) und ein dichroitischer Strahlenr 
teiler (13) angeordnet ist 

6. Modul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Filteranordnung (12) und der Strahlenteiler 20 
(13) auf einem gemeinsamen Aufiiahmehalter (15) an- 
geordnet sind, der in den Tragerkorper (4) entnehmbar 
einsetzbar ist 

7. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB im Emisaonsstrahlengang hinter 25 
dem Pinole (10) mindestens dne Optikeinheit (14) mit 
einem dichroidschen Strahlentaler (16) und/oder ei- 
nem Spiegel (20) vorgesehen ist 

8. Modul nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die mindestens eine Optikeinheit (14) an einem 30 
Aufiiahmehalter (15) angeordnet ist, der in den Trager- 
korper (4) entnehmbar einsetzbar ist 

9. Modul nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB an der Optikeinheit (14) ein Filter (17,. 
22)zurSelektionderDetektionswellenlangen voigese- 35 

ben ist. 

10. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB im Emissionsstrahlengang vor 
nem Detektor (18, 21) eine Linsenanordnung (19, 23) 
zur Fokussierung des Emissionlichtes auf den Detektor 40 
(18, 21) vorgesehen ist 

11. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Tragerkorper (4) zur 
Aufiiahme der Au&ahmehalter (15) mit Formflachen 
(25) versehen ist, an denen die mit komplementaren 45 
Formflachen versehenen Aufhahmehalter (15) am UrS- 
gerkorper im Strahlengang ausgerichtet fesdegbar sind. 

12. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB der IVagerkorper (4) aus ei- 
nem metallischen WerkstofF einstiickig ausgebildet ist 50 
und einen AnschluBflansch zur Anordnung des Trager- 
korpers am AnschluB (2) des Mikroskopes (3) anf- 
weist 

13. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Tragerkdrper mit Aus- 55 
nehmungen (24) zur Aufiiahme der Aufhahmehalter 
(15) ausgebildet ist, wobei die Ausnehmungen (24) ge- 
neigte Seitenflachen (25) zur ausgerichteten Aufiiahme 
der Aufnahmehalter aufweisen. 

14. Modul nach einem der Anspriiche 1 bis 13, da- 60 
durch gekennzeichnet, daB die Aufiiahmehalter mit 
mindestens zwei frequenzselektiven Filtereinrichtun- 
gen (26, 28) versehen sind. 

15. Modul nach einem Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Anregungslicht Laserlicht 65 
iiber eine einmodale Lichtleitfaser eingekoppelt wird. 

16. Modul nach einem der Anspriiche 3 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, daB der KoUimator (8) auf die 
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numerische Apertur der lichtldtfaser abgestimmt ist 

17. Modul nach dnem der Anspriiche 14 bis 16, da- 
durch gekeimzeichnet, daB durch die frequenzselekti- 
ven Filtereinrichtungen (26,28) unterschiedlicheSpek- 
tralbereiche der Anregungs- und/oder Emissionswel- 
lenlangen wahlbar sind. 

18. Mkroskop mit einem Ruoreszenzkorrelations- 
spektroskopiemodul nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche. 

19. Verwendung des Huoreszenzkoirelationsspektro- 
skopiemodules nach einem der Anspriiche 1 bis 17 
oder 18 zur BestinMnung von DifEusionskoefi&zienten. 

20. Verwendung nach Anspruch 19 zur Bestimmung 
von Rotadonsdiffusionskoeffizienten. 

21. Verwendung des Huoreszenzkorrelationsspektro- 
skopiemodules nach einem der Anspriiche 1 bis 17 
Oder 18 mit mindestens zwei Optikeinheiten zur Kreuz- 
korrelation der Signale der von den mindestens zwei 
Optikeinheiten frequenzsdektierten unterschiedlichMi 
FLuoreszoizemissionsspektren. 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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